
REPUBLIQUE FRANCA 



PCT/Fir2005 /050 05 3 

0 t FEV. 2005 




IINSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



BREVET D'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COP!E OFFICIELLE 



Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certiflee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposeea I'lnstitut. 



Fait ^ Paris, le . 



2 2 DEC. 2004 



PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE 17.1(a) OR (b) 



INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
I N DUSTRl ELLE 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriete Industrielle 
Le Chef du Departement des brevets 




SIEGE 

26 bis, rue de Saint-Petersbourg 
75800 PARIS cedex 08 
TSI^phone : 33 (0)1 53 04 53 04 
Wecople : 33 (0)1 53 04 45 23 
www.inpl.fr 



Martine PLANCHE 



DB 267/220104 



ETABLISSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOI N" 51-444 DU 19 AVRIL 1951 



1 er depot 



1/2 



BRE\T3T D'ESrVTBNTION 
CERTIFICAT D"UTILITE 



26bis, rue de Safnt-Petersbourg Code de !a propriete intellectuelle-livreVI 

75800 Paris Cedex 08 

Telephone: 01 53.04.53.04 Telecopier 01.42.94.86.54 REQUETE EN DELIVRANCE 



DATE DE REMISE DES PIECES: 

D'ENREGISTREMENT NATIONAL: 
DEPARTEMENT DE DEPOT: 
DATE DE DEPOT: 


Jean LEHU 
BREVATOME 

3, rue du Docteur Lancereaux 

75008 PARIS 

France 




Vos references pour ce dossier: B1 4577-DD2672 



1 NATURE DE LA DEMANDE 


Demande de brevet | 


2 TITRE DE L1NVEMTION 




LABORATOIRE SUR PUCE COMPRENANT UN RESEAU MICRO-FLUIDIQUE 
ET UN NEZ D'ELECTRONEBULISATION COPLANAIRES 


3 DECLARATION DE PRIORITE OU 
REQUETE DU BENEFICE DE LA DATE DE 
DEPOT D'UNE DEMANDE ANTERIEURE 
FRANCAISE 


Pays ou organisation Date N' 


4-1 DEMANDEUR 


Nom 

Rue 

Code postal et ville 
Pays 

Nation alite 
Forme juridique 


COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 

31-33, rue de la Federation 
75752 PARIS 15eme 
France 
France 

Etablissement Public de Caractere Sclentiflque, technique et Ind 


5A MANDATAIRE 


Nom 

Prenom 

Qualite 

Cabinet ou Soclete 
Rue 

Code postal et vilie 
N*" de telephone 
N° de telecopie 
Courrier electronlque 


LEHU 
Jean 

Liste speciale: 422-5 S/002, Pouvoir general: 7068 
BREVATOME 

3, rue du Docteur Lancereaux 
75008 PARIS 
01 53 83 94 00 

01 45 63 83 33 

brGvets.patents@brevalex.com 


6 DOCUMENTS ET FICHIERS JOINTS 


Fichier electronique Pages Details 


Texte du brevet 
Dessins 

Designation d'inventeurs 
Pouvoir general 


textebrevet-pdf 41 D 37, R 3, AB 1 
dessins.pdf 16 page 16, figures 38, 

Abrege: page 4, Fig. 6 




LAPPOPRrETC 
IHDU5TP.I£t.Li: 



Jer-depot 



4 



TiViODE DE PAIEMEWT 



Mode de patement 
Numero du compte client 



Prelevement du compte courant 
024 



8 RAPPORT DE RECHERCHE 



Etablissement imm§diat 



9 REDEVANGES JOINTES 



062 Depot 

063 Rapport de recherche (R.R.) 
Total a acquitter 



Devise 



Taux 



Quantity 



EURO 
EURO 
EURO 



0.00 
320.00 



0.00 
1.00 



Montant ^ payer 

0.00 

320.00 

320.00 



La lol n<'78-17 du 6 Janvier 1978 relative ^ rinformatique aux ficliiers et aux iibertes s'applique aux reponses faites ^ ce fomiul;.ir^ 
Elle garanfit un droit d'acces et de rectification pour les donates vous concernant aupr^s de I'lNPI. formulaire. 

Signe par 

Signataire: FR, Brevatome, JXehu 

Emetteur du certmcat: DE, D-Trust GmbH. D-Trust for EPO 2.0 
Fonction 

Mandataire agr6e (Mandataire 1) 



1 er depot 



LJQUE FRAMCAIS 

BREVET D']]Sr\/ENTION 
CERT!HCAT D'UTILITE 

Reception electronique d'une soumission 



II est certifie par la presente qu'une demande de brevet (ou de certificat d'utilite) a ete regue 
par le biais du d§p6t electronique securise de I'INPI. Apres reception, un numero 
d'enregistrement et une date de reception ont ete attribues automatiquement. 







Demande de brevet : X 






Demande de CU : 


DATE DE RECEPTION 


30 Janvier 2004 




TYPE DE DEPOT 


INPI (PARIS) - Depot electronique 


Depot en llgne: X 






Depot sur support CD: 


D'ENREGISTREMENT MATfONAL 


0460173 




ATTRIBUE PAR LINPI 






Vos references pour ce dossier 


B14577-DD2672 


DEMANDEUR 


Nom ou denomination sociale 


COIVIMiSSARiAT A L'ENERGIE ATOIVIIQUE 


Nombre de demandeur(s) 


1 




Pays 


FR 




TITRE DE L'lWVENTIOM 


LABORATOIRE SUR PUCE COMPRENANT UN RESEAU MICRO-FLU I DIQUE ET UN NEZ 


D'ELECTRONEBULISATION COPLANAIRES 




DOCUWIENTS ENVOYES 


package-data-xml 


Requetefr.PDF 


applicatlon-body.xml 


Destgn.PDF 


ValidLog.PDF 


fee-sheet.xml 


FR-office-specific-info.xml 


CommentPDF 


textebrevet.pdf 


dessins.pdf 


ind!cation-bio-deposit.xmI 


requestxmi 


EFFECTUE PAR 


Effectue par: 


J.Leliu 




Date et heure de reception electronique: 


30janvler2004 14:13:39 




Empreinte officlelie du depot 


07:A4:16:AE:F4:86:27:D8:57:02:26:E8:33:2D:11:82:FB:41:9E:48 



/ INPI PARIS, Section Depot / 




NATIONAL DE 
INDUSTRICLLE 



SIEGESOCIAt 
INSnTUT 2S bis, rua do Sainl Po(or£j)ourg 
NATIONAL D E 75800 PARIS codox 03 
LA PROPRIETE Tfil^hon© : 01 S3 04 53 04 
IMDUSTRIEULE T6ldcopio : 01 42: 93 59 30 



ETABLISSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LAUOl No 31^44 DU 19 AVRIL 1951 



LaLBORATOIRE SXJR PUCE COMPREMMJT UM KESEAU MICRO- 
FLUIDIQUE ET JM NEZ D' ELECTROJJEBULISATION COPLMJAIRES 



DESCRIPTION 

DOmiNE TECHNIQUE 

L' invention se rapporte ^ un laboratoire 
sur puce comprenant un reseau micro-f luidique et un nez 
d'^lectronebulisation coplanaires. Elle concerne en 
particulier le couplage d'un laboratoire sur puce avec 
un spectroindtre de masse - 

Depuis bientSt dix ans, de noiabreuses voies 
ont ete explorees pour coupler differents dispositifs 
micro-f luidiques aux spectrometres de masse. En effet, 
les methodes de detection optiques comme la 
spectrophotometrie ou la fluorescence ne sont pas 
adaptees a la detection de biomolecules comme les 
proteines ou les peptides, detection qui interesse 
particulierement le domaine de la proteomique. Les 
limites sont soit la sensibilite, soit la necessite de 
preparer 1' echantillon (marquage fluorescent), ce qui, 
dans le cas de 1' identification de proteines apres 
digestion enzymatique par exemple, presente un probleme 
puisque les peptides obtenus ne sont a priori pas 
connus. La spectrometrie de masse est done souvent 
retenue puisqu'elle donne des informations sur la 
nature des 6chantillons analyses (spectre d'intensite 
selon le rapport masse/charge) avec una tres bonne 
sensibilite (femtomole/pl) , et qu'elle permet 
d' analyser des melanges complexes de molecules. Pour 
cela, il est souvent necessaire qu'un pre-traitement de 
1' echantillon soit realise en amont de 1' analyse. Par 
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example, ce pre-traitement consiste en une separation 
des composes chimiques et/ou biologique, precedee et/ou 
suivie d'une concentration des especes . 

Pour realiser ce pre-traitement en continu 
avec 1' analyse en un temps minimum et en minimisant les 
volumes de r6actifs utilises, les progr^s recemment 
realises dans le domaine de la micro-f luidique peuvent 
etre mis a profit. A titre d'exemples, des dispositifs 
micro-fluidiques de digestion enzymatique (Lian Ji Jin, 
"A microchip-based proteolytic digestion system driven 
by electroosmotic pumping". Lab Chip, 2003, 3, 11-18) 
d' electrophorese capillaire (B. Zhang et al . , 
" Microfabricated Devices for Capillary 

Electrophoresis-Electrospray Mass Spectrometry", Anal. 
Chem., vol. 71, n°15, 1999, 3259-3264) ou de separation 
2D (J.D. Ramsey, "High-efficiency Two dimensional 
Separations of Protein Digests on Microfluidic 
Devices", Anal. Chem., 2003, 75, 3758-3764 ou -;n. 
Gottschlich et al., "Two-Dimentional 

Electrochromatography / Capillary Electrophoresis on a 
Microchip", Anal. Chem. 2001, 73, 2669-2674) ont dej^ 
ete presentes . 

Le couplage microf luidique / spectrometrie 
de masse peut reposer sur une technique d' ionisation de 
l''echantillon par electronebulisation ou electrospray 
(ou ESI pour ElectroSpray Ionization) . A pression 
atmospherique et plonge dans d'un champ electrique 
intense, 1' echantillon liquide pre-traite sortant de la 
puce micro-f luidique est nebulise en un gaz d' ions ou 
en une multitudes de gouttelettes chargees pouvant 
entrer dans le spectrometre de masse (MS) pour analyse. 
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Cette nebulisation passe par la deformation de 
l'^ interface formee entre le liquide sortant et le gaz 
environnanf (menisque liquide/gaz) et la « goutte » de 
liquide prend une forme conique appelee « cdne de 
5 Taylor ». Le volume de ce cone constitue un volume mort 
pour le liquide sortant (espace geometrique dans lequel 
les composes chimiques peuvent se melanger) , ce qui 
n'"est pas souhaitable, surtout quand la dernidre etape 
du pre-traitement consiste justement en une separation 

10 des composes chimiques de I'' echantillon . C'est pourquoi 
on cherche tou jours a minimiser la taille de ce cone^ 
et cela passe entre autres par la reduction des 
dimensions interieures et exterieures du canal de 
sortie de la puce micro-f luidique. 

15 Classiquement, au cours d^'une analyse par 

spectrometrie de masse, 1'' echantillon est pre-traite 
« hors dispositif ESI » puis place manuellement (a la 
pipette) dans une aiguille creuse dont l^extremite est 
electriquement conductrice (« PicoTip emitter » de New 

20 Objective par exemple) . Un champ electrique est impose 
entre la partie conductrice du PicoTip et 1' entree du 
MS, ce qui permet la formation d'un cone de Taylor a la 
sortie du PicoTip et la nebulisation de l'^ echantillon. 
La geometrie cylindrique « pointue » des PicoTip est 

25 ideale pour la formation d'un petit cone de Taylor, 
mais les limites sur la minimisation de leur taille 
(classiquement de diametre exterieur 360 pm et de 
diametre interieur 10 pm) , celles sur I'obtention d' une 
bonne reproductibilite par les techniques de 

30 fabrication utilisees (etirement) et leur fragilite a 
1' utilisation sont les principales raisons pour 
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cherclier ^ realiser d''autres types de dispositifs de 
nebulisation • 

Dans la litterature^. lorsque ces 
dispositifs sont elabores par des micro-technologies 
5 cortime les technologies planes du silicium par example 
(gravure, usinages^ depots en couches minces et photo- 
lithographie de materiaux divers sur des substrats 
pr^sentant des dimensions laterales tres grandes devant 
leur epaisseur) r on parle souvent de « nez 

10 electrospray » (Tai et al . ^ "MEMS electrospray nozzle 
for mass spectroscopy" ^ WO-A~98/35376) , L'^enjeu de 
telles realisations est double • 

D'*une part^ les micro-technologies peuvent 
permettre de realiser des interfaces ESI en definissant 

15 des structures de type pointe (comme les PicoTips) mais 
plus petites (pour limiter le volume du cone \ de 
Taylor) r plus reproductibles et moins fragiles^ ce. qui 
presente un interet en soi (voir le document WO>^A- 
00/30167)- 

20 D'' autre part, les micro-technologies 

peuvent permettre de realiser des dispositifs integrant 
un reseau f luidique permettant d' assurer le pre- 
traitement de I'' echantillon et une interface de type 
ESI. Outre les avantages precedemment cites (diminution 

25 des volumes morts de sortie, reproductibilite, 
robustesse de 1' interface ESI), on beneficie de ceux 
lies a un dispositif de pre-traitement integre 
(protocole de pre-traitement en continu avec 1' analyse, 
diminution des temps globaux d^ analyse, minimisation 

30 des volumes de reactifs) . 
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Neanmoins, une telle integration pose trois 
problemes majeurs de conception technologique : 

Premierement, la technologie de 
realisation du dispositif doit etre compatible avec 
5 celle d^-un reseau fluidique de pre-traitement 
(reservoirs, micro-canaux, reacteurs...) et d'une 
interface ESI (geometrie en pointes, dimensions de 
sortie minimales,..) , et ce, pour permettre de realiser 
le dispositif complet sur un meme support ou un meme 
10 ensemble de supports voyant un enchainement 
technologique commun aux deux entites integrees . 

- En second lieu, elle doit etre pensee 
pour ne pas raj outer de volume mort supplementaire a 
ceux qui pourraient exister dans le reseau fluidique de 

15 pre-traitement et dans 1'^ interface ESI pris separement. 

- Enfin, elle doit fournir a 1^ interface 
ESI une electrode de nebulisation sans a j outer de 
volume mort au systeme. Cette electrode de nebulisation 
peut etre localisee soit a l^exterieur de la structure 

20 en pointe (M, Svederberg et al., "Sheathless 
Electrospray from Polymer Microchips", Anal. Chem., 
2003, 75, 3934-3940), soit a I'interieur du canal de 
sortie et a proximite de la sorte du dispositif. Dans 
le premier cas, un champ electrique est impose 

25 uniquement a I'exterieur du dispositif^ dans la portion 
d''air (ou d^un autre gaz) situee entre l^extremite de 
la pointe et 1' entree du MS, Dans le second cas, un 
champ electrique existe aussi a I'interieur du 
dispositif, dans le segment de liquide situe entre 

30 1' electrode et I'extremite de la pointe. Pour 
1' implantation d''une electrode externe, il est souvent 
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rapporte (R.B. Cole^ "Electrospray ionization mass 
spectrometry : fundamentals ^ instrumention and 

applications", John Wiley & Sons : New York, 1997} 
q-Q^une difficulte majeure est de lui assui^er une 

robiastesse suffisante. En effet, les depots conducteurs 
realises a cet effet se degradent tres souvent trop 
rapidement sous Inaction des champs electriques 
intenses - 



ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

Des 1997,. R,S. Ramsey et J^M. Ramsey, 
("Generating Electrospray from Microchip Devices Using 
Electroosmotic Pumping";. Anal* Chem.,. 1997, 69, 1174- 
1178) ont propose une puce microf luidique en verre dont 
les flux de liquide sont generis par pompage electro- 
osmotique et dont le canal de sortie debouche dans la 
tranche du composant a geometrie plane. Sous 
I'' assistance d^une surpression imposee en amont, il se 
forme en sortie de puce une goutte d' echantillon de 12 
nl, qui, sous l"* action d'^un champ electrique intense, 
forme un cone de Taylor en se nebulisant. Cette 
approche simple pose le probleme d^un volume mort de 
liquide important {12 nl) , d'^ou une limite de 
sensibilite du dispositif* 

Plus recemment;. K- Huikko et al. 
("Poly (dimethylsiloxane) electrospray devices 

fabricated with diamond-like- carbon- 

poly (dimethylsiloxane) coated SU-8 masters". Lab Chip, 
2003, 3, 67-72) ont propose une puce en 
poly (dimethylsiloxane) (EDMS) presentant elle aussi des 



canaux debouchants destines a etre mis en regard d'un 
MS pour nebulisation de 1' echantillon. Les auteurs 
tirent profit de 1' hydrophobia du PDMS pour I'obtention 
d'un petit cone de Taylor d' ou la limitation du volume 
mort de sortie. Neanmoins, le dispositif propose 
n'integre pas d' electrode de nebulisation. Les tests 
sont realises en utilisant un fil de platine plongeant 
dans le reservoir d' entree du canal de I'ESI, ce qui ne 
peut pas constituer une bonne solution, c'est-a-dire 
sans ajout de volume mort, pour une 6ventuelle 
integration ^ un r6seau fluidique de pre-traitement . 
Par ailleurs, la technologie PDMS reste une technologie 
limitee qui ne permet pas encore la conception de 
reseaux micro-f luidiques complexes et de taille 
caracteristique de I'ordre du micrometre. Ceci impose 
une forte limitation quant au dessin des entites micro- 
fluidiques necessaires aux pre-traitements 

d'echantillons (concentration, separation...). 

M.Svederberg et al. ("Sheathless 

Electrospray from Polymer Microchips", Anal. Chem., 
2003, 75, 3934-3940) proposent des dispositifs en 
polymere qui pr^sentent des geometries tres 
interessantes pour la realisation de nez electrospray 
(pointes 2D ou 3D) mais les dimensions du canal de 
sortie (100 pm de largeur X 70 pm de hauteur) obtenues 
par leur technologie d'usinage sont redhibitoires pour 
la realisation d'un dispositif a faibles volumes morts. 
En effet, on rappelle que le diametre de sortie d'un 
PicoTip est de seulement 10 pm. En outre, 1' utilisation 
de materiaux polymeres impose de fortes limites quant a 
d'§ventuelles f onctionnalisations chimiques ou 
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biologiques des parois internes du canal de sortie ou 
d'un eventiiel reseau fluidique de pre-traitement 
d'' echantillon . En effete jusqu'a maintenant, la plupart 
de ces f onctionnalisations ont ete developpees sur 
silicium ou sur verre . Par ailleurs, la technologie de 
fabrication proposee n'est pas collective et 
1' electrode de nebulisation est realisee sur la partie 
exterieure de la pointe d'ESI. 

V. Gobry et al- ("Microf abricated polymer 
injector for direct mass spectrometry coupling"^ 
Proteomics 2002;, 2, 405-412),. J. Kameoka et al, ("An 
electrospray ionization source for integration with 
microf luidic"^ Anal. Chem. 2002,. 14r 5897-5901) et J. 
Wen et al . (Electrophoresis 2000, 21,, 191-197) 
proposent aussi la realisation de nez electrospray en 
materiaux polymeres a geometrie bidimensionnelle 
adaptee a la formation d'^un cone de Taylor stable et 
limitant les volumes morts. Mais la technologie 
utilisee ne propose pas I'' integration d^'une electrode 
de nebulisation. Les tests' sont realises a I'aide d''un 
fil d^or plongeant dans un reservoir d' entree du 
dispositif * 

Une autre approche consiste en I'' adaptation 
de la sortie du canal de separation pour permettre 
d'accueillir un PicoTip du commerce (Y. Tachibana et 
al., "Robust and simple interface for microchip 
electrophoresis-mass spectrometry", J. of 

Chromatography, 1011 (2003), 181-192). Cela passe par 
1' utilisation d'une piece metallique et/ou plastique 
jouant un role de liaison dans 1' assemblage des deux 
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entites. Ce genre d' assemblage presente des volumes 
morts importants et ne resout pas le probl^me de 
1' utilisation des PicoTips du commerce presentant une 
certaine irreproductibilite en dimensions et une grande 
fragilite a 1' utilisation . 

Deux documents d'une equipe du « California 
Institute Of Technology » peuvent aussi etre cites : 
Tai et al., "MEMS electrospray nozzle for mass 
spectroscopy", WO-A-98/35376 et Tai et al . , "Polymer- 
based electrospray nozzle for mass spectrometry", 
WO-A-00/30167. Les technologies revendiquees pour 
realiser un nez electrospray muni d'un f litre amont 
sont des technologies de surface permettant de realiser 
des structures creuses dans du nitrure de silicium dans 
le premier cas et dans du parylene dans le second. Ces 
technologies de surface reposent sur 1' utilisation 
d'une couche sacrif icielle (en verre au phosphosilicate 
PSG), qui comme son nom I'indique, n'est pas conservee 
jusqu'a la fin de 1' enchalnement technologique . Le 
retrait de cette couche, realisee par gravure chimique, 
determine les structures creuses. D'un point de vue 
geom^trique, ces technologies sont interessantes 
(formes en pointes du nez), mais elles ne proposent pas 
1' integration d' electrodes de n^bulisation et les 
auteurs utilisent la voie classique du fil de platine 
plongeant dans un reservoir d' entree pour tester leur 
systeme, ce qui est redhibitoire pour I'obtention d'un 
systeme fluidique complet (pre-traitement et nez 
Electrospray) a faibles volumes morts. 

^° Enfin, J.E. Moon et al . dans le brevet 

americain No. 6 464 866 revendiquent un systeme 
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d' analyse chimique f abrique par microtechnologie a 
partir de deux substrats^ de preference en silicium;. et 
comprenant un systeme de chromatographie liquide et un 
dispositif d' electrospray. Le dispositif divulgue dans 
ce document comporte une pointe du nez electrospray 
perpendiculaire au plan des substrats utilises. Cette 
disposition n'evite done pas les volumes morts dus aux 
changements de direction. 

EXPOSE DE INVENTION 

La presente invention propose un dispositif 
micro-f luidique . permettant divers traitements 

d' echantillons et disposant d'^une bonne interface avec 
un spectrometre de masse de type ESI, ce qui 
necessite : 

- Une technologie de realisation compatible 
avec celle d' un reseau f luidique de pre-traitement 
(reservoirs, micro-canaux, reacteurs...) et d''une 
interface ESI en sortie (geometrie en pointes, 
dimensions de sortie rainimales...) , et ce, pour permettre 
de realiser le dispositif complet sur un meme support 
ou un m§me ensemble de supports voyant un enchainement 
technologique commun aux deux entites integrees. 

- Une conception d'' integration sans volumes 

morts . 

L"" integration d' une electrode de 
nebulisation a I'^interieur du canal de sortie et en 
proximite de la sortie du dispositif. 

L' invention a done pour objet un 
laboratoire sur puce comprenant un support, au moins un 



reseau fluidique, au moins un orifice d' entree de 
fluide relie au reseau fluidique et au moins un orifice 
de sortie de fluide relie au reseau fluidique, 
caracterise en ce qu'il comprend une couche mince 
solidaire du support et dans laquelle sont realises le 
reseau fluidique et un nez d' ^lectronebulisation, le 
nez d'electronebulisation etant en surplomb par rapport 
au support et comprenant un canal dont une extremite 
est reliee au reseau fluidique et dont 1' autre 
extremite constitue ledit orifice de sortie de fluide, 
le canal etant equip6 de moyens de conduction 
electrique formant au moins une electrode. 

La face arriere du support, c'est-a-dire 
celle qui ne supporte pas la couche mince, peut 
avantageusement etre de nature inerte. Elle ne 
participe alors pas au f onctionnement du dispositif. En 
particulier, elle ne presente alors pas de connexion 
electrique . 

Selon une premiere variante de realisation, 
la. couche mince est la couche de materiau semi- 
conducteur d^un substrat du type semi-conducteur sur 
isolant, le reste du substrat constituant ledit 
support. Ce substrat de type semi-conducteur sur 
isolant peut etre un substrat SOI. Les moyens de 

conduction electrique peuvent etre une partie dopee de 

ladite couche de materiau semi-conducteur. 

Le laboratoire sur puce peut comprend re un 

capot recouvrant hermetiquement le reseau fluidique, ce 

capot etant pourvu d'un moyen d'acces fluidique a 

1' orifice d' entree de fluide. 
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Selon une autre disposition^, le laboratoire 
sur puce peut coinprendre un capot recouvrant 
hermetiquement le reseau fluidique, ce capot etant 
pourvu d''un moyen d^'acces fluidique a 1' orifice 
d' entree de fluide et etant pourvu desdits moyens de 
conduction electrique . 

Selon une deuxieme variants de realisation^ 
la couche mince est une couche fixee sur le support. Si 
le support est en materiau semi-conducteur , les moyens 
de conduction electrique peuvent etre une partie dopee 
dudit support . 

Ce laboratoire peut comprendre un capot 
recouvrant hermetiquement le reseau fluidique^ ce capot 
etant pourvu d' un moyen d'^acces fluidique a 1' orifice 
d' entree de fluide. 

Selon une autre disposition, le laboratoire 
sur puce peut comprendre un capot recouvrant 
hermetiquement le reseau fluidique ce capot etant 
pourvu d'un moyen d'acces fluidique a 1' orifice 
d' entree de fluide et etant pourvu desdits moyens de 
conduction electrique , 

utilisation d'^un capot permet de rendre 
le reseau fluidique etanche . 

BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

L' invention sera mieux comprise et d'autres 
avantages et particularites apparaltront a la lecture 
de la description qui va suivre, donnee a titre 
d'' example non limitatif, accompagnee des dessins 
annexes parmi lesquels : 

la figure 1 est un schema d'un 
laboratoire sur puce selon la presente invention. 
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- la figure 2 represents la structure 
COMOSS d'un reacteur de digestion enzymatique utilise 
dans le laboratoire sur puce de la figure 1, 

- la figure 2A montre un detail de la 

5 figure 2, 

- la figure 3 repr^sente la structure 
COMOSS d'un reacteur de pre-concentration utilise dans 
le laboratoire sur puce de la figure 1, 

- la figure 3A montre un detail de la 

10 figure 3, 

- la figure 4 represents la structure 
COMOSS d'un reacteur de chroinatographie utilise dans le 
laboratoire sur puce de la figure 1, 

- la figure 4A montre un detail de la 

15 figure 4, 

- la figure 5 est une vue agrandie d'un 
detail de la figure 1 montrant 1 ' interface ESI, 

- les figures 6A a 6D illustrent un premier 
mode de realisation d'un laboratoire sur puce selon la 
presents invention, 

- les figures 7A et 7B, illustrent un 
deuxieme mode de realisation d'un laboratoire sur puce 
selon la presente invention, 

- les figures 8A a 8D illustrent un 
troisieme mode de realisation d'un laboratoire sur puce 
selon la presente invention, 

- les figures 9A a 9H illustrent un 
quatri^me mode de realisation d'un laboratoire sur puce 
selon la presente invention. 
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- les figures lOA et lOE illustrent un 
cinquieme mode de realisation d'un laboratoire sur puce 
selon la presente invention, 

- les figures llA a IIF illustrent un 
5 sixieme mode de realisation d'un laboratoire sur puce 

selon la presente invention, 

- la figure 12 illustre une vue de dessus 
d'un substrat comprenant une pluralite de dispositifs 
selon la presente invention. 

10 

EXPOSE DETAILIiE DE MODES DE REALISATION PARTICULIERS 

La figure 1 est un schema d'un laboratoire 
sur puce 1 selon la presente invention. Ce dispositif 
peut avoir 18 mm de longueur sur 5 mm de largeur. 

Le reseau fluidique 

On decrit d'abord le reseau fluidique 
destine a preparer un echantillon biologique complexe 
afin d'en identifier le contenu proteique. Ce reseau 
fluidique est constitue d^ un ensemble de reservoirs et 
de canaux, d'^un reacteur de digestion enzymatique, d'' un 
reacteur de pre-concent ration et d^un reacteur de 
separation par electro-chromatographie liquide. La 
structure de base de tous ces reacteurs est une cavite 
profonde munie d'^un grand nombre de plots de section 
carree ou hexagonale . * *Ce genre de structure est connue 
sous le nom de COMOSS (pour "Collocated MOnolith 
Support Structures") . On peut se referer a ce sujet a 
1' article de Bing He et al . intitule "Fabrication of 
nanocolumns for liquid chromatography". Anal. Chem. 
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1998, 70, 3790-3797. Pour tous les reacteurs, on tire 
avantage des grands rapports surface/volume developp^s 
par ces structures COMOSS, rapports qui augmentent les 
probabilites de « rencontre » entre les molecules des 
phases mobiles (proteines par exemple pour le reacteur 
de digestion enzymatique) et celles des phases 
stationnaires (trypsins par exemple pour le reacteur de 
digestion enzymatique) . 

Apres pre-remplissage complet du reseau 
fluidique par du tampon, 1' ^chantillon biologique 
(proteine) est depose dans le reservoir Rl, puis pompe 
en electroosmose du reservoir Rl vers le reservoir R2 a 
travers le reacteur de digestion enzymatique 2 . Des 
reservoirs de grands volumes sont disposes entre les 
differents reacteurs du reseau fluidique afin de 
permettre un changement de tampon entre deux etapes 
cons6cutives du protocole. Ainsi, Rl contient du 
bicarbonate d'ammonium ( [NH4HCO3] =25 mM; pH = 7,8), R2, 
R3 et R4 contiennent un melange eau/acetonitrile 
ACN/acide formique TFA (95% ; 5% ; 0,1%), tandis que R5 
contient un melange eau/acetonitrile/acide formique 
(20%; 80%; 0,1%). Le digest r^cupere dans le 
reservoir R2 doit etre concentre avant separation. Pour 
cela, il est pompe en electro-osmose vers le reservoir 
R3 (poubelle). ensemble des peptides resultant de la 
digestion enzymatique est alors « capte » par le 
reacteur de pre-concentration 3 de faible volume, d' oti 
la concentration. Un gradient d' acetonitrile, realist 
par melange du tampon de R4 et de celui de R5 dans la 
structure 4 de type « serpentin » (2cm de longueur), 
vient ensuite decrocher selectivement les peptides 
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selon leur affinite avec la phase stationnaire (C18 par 
exemple) du reacteur de pre-concentration 3 . Ceux-ci 
sont « captes » de nouveau par la colonne de 
chromatographie 5 ^ plus dense que le reacteur de pre- 
5 concentration 3. L' enrichissement du melange en ACN 
permet de nouveau de decrocher selectivement ces 
peptides de la colonne de chromatographie 5 , et de les 
emmener^r separes^ vers la sortie 6 de la puce 1 ou le 
liquide est nebulise vers 1' entree d^ un spectrometre de 

10 masse non represents. 

Un reacteur d^ affinite a une proteine 
donnee (non represente) p eut servir a capter celle-ci 
dans un melange mutli-proteique vehicule a travers ce 
reacteur. Pour cela^ on peut integrer en amont du 

15 reseau fluidique decrit ci-dessus un ensemble 
reservoirs/reacteur d'' af f inite/reacteur de 

concentration fonctionnant selon les memes principes 
fluidiques que precedemment decrit. Le reacteur 
d'' affinite peut e tre f onctionnalise d^'anticorps et le 

20 tampon d''elution peut etre constitue de proteines 
concurrentes (vis-a-vis de 1'' anticorps) a celle qu'on 
souhaite « capter » dans le complexe multi-proteique . 

le reacteur d' affinite amont 

25. De structure COMOSS^ il est destine a 

capter de maniere specif ique une proteine, une famille 
de proteines, ou un complexe multi-proteique dans 
I'' echantillon biologique complexe. Les outils utilises 
pour cette etape peuvent etre des anticorps, mais aussi 

30 , par exemple des petites molecules qui ont une 
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specif icite d' interaction avec la (les) proteine(s) 
recherchee (s) . 
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^ le reacteur de digestion enzymatique 

La structure COMOSS du reacteur de 
digestion enzymatique, represents a la figure 2, est 
realisee a partir d'un ensemble de plots de section 
hexagonale de 10 pm permettant de definir un reseau de 
canaux d' environ 5 pm. Sa largeur utile a est constante 
(640 pm), mais sa largeur reelle b fait 892 pm. La 
longueur c de la partie active du reacteur fait 15 mm. 
Ses autres caracteristiques geometriques, a lire en 
parallele avec la figure 2, sont decrites dans le 
tableau suivant : 



Entite 


Largeur des 


Murs de 
separation (pm) 


Canal de liaison 


640 


0 


Etage 1 


2*320 


1*128 ~ 


Etage 2 


4*160 


3*64 


Etage 3 


8*80 


7*32 


Etage 4 


16*40 


15*16 


Etage 5 


32*20 


31*8 "~ 


Etage 6 


64*10 


63*4 



Cette structure permet eventuellement 
d' organiser des « billes » de silice de quelques 
micrometres (Billes Bangs Laboratories distribuees par 
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Serotec France par exemple) f onctionnalisees (Trypsine 
par exemple) afin apporter au reacteur ses proprietes 
enzymatiques ou de les accroltre . 

A titre d'' exemple^ 1'' enzyme greffee sur les 
5 plots peut etre de la trypsine. Le protocole utilise 
est celui decrit dans le document FR-A-2 818 652, 

La figure 2A montre un detail de la zone du 
reacteur referencee 11 sur la figure 2. On reconnalt 
les plots 12 de section hexagonale permettant de 
10 definir le reseau de canaux 13 • La reference 14 designe 
des billes de silice eventuellement utilisees • 

le reacteur de pre-concentration 

La structure COMOSS du reacteur de pre- 

15 concentration^ represents a la figure 3r est realisee a 
partir d''un ensemble de plots de section carree de 
10 lam permettant de definir un reseau de canaux 
d' environ 2 pm. Sa largeur utile d est constante 
(160 pm) , mais sa largeur reelle e fait 310 pm* La 

20 longueur f de la partie active du reacteur fait 170 pm» 
Ses autres caracteristiques geometriques, a lire en 
parallele avec la figure 3, sont decrites dans le 
tableau suivant : 



Entite 


Largeur des 
canaux (pm) 


Murs de 
separation (pm) 


Canal de liaison 


160 


0 


Etage 1 


2*80 


1*80 


Etage 2 


4*40 


3*40 
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Etage 3 


8*20 


7*20 


Etage 4 


16*10 


15*10 



Cette structure permet eventuellement 
d' organiser des billes de silice f onctionnalisees afin 
d'apporter au reacteur ou d'en accroxtre ses proprietes 
d'af finite (greffage C18 par example). 

La figure 3A montre un detail de la zone du 
reacteur referencee 21 sur la figure 3. On reconnalt 
les plots 22 de section carr6e permettant de d^finir le 
reseau de canaux 23. 



separation par electro- 



le reacteur de 
chromatographie liquide 

La structure COMOSS du reacteur de 
separation, represents ^ la figure 4, est realises ^ 
partir d'un ensemble de plots de section carree de 
10 pm permettant de definir un reseau de canaux 
d' environ 2 pm. Sa largeur utile g est constants 
(160 pm), mais sa largeur h reelle fait 310 pm. La 

longueur i de la partie active du reacteur fait 12 mm. 

Ses autres caracteristiques geometriques, a lire en 

parallels avec la figure 4, sont decrites dans le 

tableau suivant : 



Entite 


Largeur des 
canaux (ym) 


Murs de 
separation (pm) 


Canal de liaison 


160 


0 


Etage 1 


2*80 


1*80 
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Etage 2 


4*40 


3*40 


Etage 3 


8*20 


7*20 


Etage 4 


16*10 


15*10 



Pour un gain de place, le reacteur peut 
§tre realise en trois parties de 12 mm de longueur 
chacune comme le montre la figure 1 . 
5 Cette structure permet eventuellement 

d'^ organiser des billes de silice f onctionnalisees afin 
d'' apporter au reacteur ou d^en accroitre ses proprietes 
d' af finite (greffage C18 par exemple) . 

La figure 4A montre un detail de la zone du 
10 reacteur references 31 sur la figure 4. On reconnait 
les plots 32 de section carree permettant de definir le 
reseau de canaux 33. 

Interface ESI 

15 La figure 5 est une vue agrandie de la 

sortie de la puce, referencee 6 sur la figure 1, Le 
canal de sortie 40 est planaire et d'axe rectiligne par 
rapport au reseau fluidique. En d^autres termes, le 
canal de sortie 40 reste parallele aux plans des 

20 differents substrats utilises pour la realisation. 
Cette configuration evite les volumes morts que 
pourrait occasionner le parcours partiel ou total de 
I'epaisseur de l'"un ou de plusieui-s de ces substrats, 
apres avoir parcouru une portion parallele aux plans de 

25 ces substrats. On evite ainsi tout virage, ce qui comme 
il a ete souligne precedemment est primordial. 



notanunent pour vehiculer des echantillons 

anterieurement separes. 

La section du canal de sortie 40 peut gtre 
adaptee en travaillant pref erentiellement sur les cotes 
transversales (dans le plan du substrat) de celui-ci, 
ce qui donne la possibilite de r^aliser « des 
restrictions douces » evitant les volumes itiorts. Sur la 
figure 5, ces propos sont illustres par I'existence 
d'un « raccord » 41 entre la sortie du canal du 
reacteur de chromatographie 5 et le canal de sortie 40. 
Une telle restriction est indispensable pour raccorder 
des structures fluidiques de « grosses » dimensions 
(« gros » volumes, « grosse » capacite d'af finite par 
exemple...) a une structure du type interface ESI pour 
qui, comme on I'a souligne precedemment, il est 
souhaitable de minimiser la surface de sortie en 
atteignant typiquement des dimensions de I'ordre du 
micrometre a quelques micrometres. 

En bout de dispositif, le canal de sortie 
40 debouche dans une structure de type pointe 42, 
structure a section exterieure variable permettant dl 
limiter la surface des interfaces liquids / gaz et 
liquids / solide presentee par le liquide sortant avec 
son environnement, grSce a son extr^mite de faibles 
sections interieures et exterieures, tout en 
conservation une robustesse lors de son utilisation 
grace a son extremite de large section. 

Enfin, I'interieur du canal de sortie 40 
est muni d'une Electrode 43 permettant d' imposer un 
potentiel 61ectrique au liquide se presentant a la 
sortie du dispositif, ce qui est n^cessaire pour 
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nebuliser 1^ echantillon (stabilite du cone de Taylor) 
et/ou participer a son pompage electroosmotique . 

L' ensemble de ces elements fournit une 
interface ESI plane complete;, puisque robuste^ sans 
volumes morts de raccordement aux reseaux fluidiques et 
permettant la naissance d'^une c6ne de Taylor de bonne 
stabilite . 

On va maintenant decrire differents modes 
de realisation du dispositif microf luidique muni d'une 
structure d"" electronebulisation selon 1' invention. Seul 
le mode de realisation prefere^ le cinquieme^ sera 
decrit en detail* 

Pour plus de clarte, ces descriptions sont 
faites a l''echelle d'une puce (un dispositif ) ^ mais les 
differentes filieres technologiques sont realisees sur 
des substrats pouvant comporter plusieurs dispositifs 
(substrats circulaires de 100 mm par exemple) . 

Dans ces descriptions le reseau f luidique 
est simplifie et reduit a un reservoir d^ entree^ un 
canal d' entree^ un microreacteur et un canal de sortie 
a section constante debouchant dans la structure de 
type pointe. L'homme de I'^art dessinera le reseau 
f luidique qu'il souhaite, par exemple celui decrit 
precedemment . 

Premier mode de realisation 

Ce mode de realisation est illustre par les 
figures 6A a 6D. II n'utilise qu^'un seul substrat SOI. 
De tels substrats sont commercialises par la societe 
« Soitec ». Les electrodes^, les pistes conductrices et 
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les reprises de contact electrique sont realisees 
une seule etape de dopage localise du silicium. 

La figure 6A montre un substrat SOI 50 
constitue d'un support 51 en silicium de 500 pm 
d'epaisseur. supportant successivement une couche 
d'oxyde de silicium 52 de 4 pm d'6paisseur et une 
couche mince 53 de silicium de 25 pm d'epaisseur. La 
couche mince 53 est dopee localement pour fournir un 
premier circuit electriquement conducteur forme des 
zones 54 et 55 et un deuxieme circuit electriquement 
conducteur forme des zones 56 et 57. 

Le dopage de la couche mince de silicium 53 
est realise a travers un masque de resine photosensible 
(ou d'oxyde de silicium) sur 1' integralite de 
15 I'epaisseur de cette couche. 

La figure 6B illustre la realisation du 
reseau fluidique dans la couche mince 53. Le reseau 
fluidique est obtenu par gravure DRIE (pour « Deep 
Reactive Ion Etching ») . 

^° gravure de la couche mince de silicium 

53 est partielle (20 pm) dans la partie destin^e a 
constituer le reseau fluidique afin de conserver une 
portion de piste de silicium dop^ (5 pm) au fond de 
certaines zones du reseau fluidique (en particulier 
25 pres de sa sortie pour realiser 1' Electrode de 
nebulisation) . Le reseau fluidique realise comprend un 
reservoir d' entree 61, un canal d' entree 62, un 
microreacteur 63 et un canal de sortie 64. Au niveau de 
la structure de type pointe, le canal de sortie definit 
ici presente alors deux parois laterales et une parol 
horizontals (« le sol ») . On remarque qu^une extremite 
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58 de la zone dopee 55 est situee au fond du reservoir 
d' entree 61 et qu'une extremite 59 de la zone dopee 57 
est situee au fond d'une partie du canal de sortie 64. 

Cette etape constitue une etape clef 
puisqu'elle rend possible une continuite en profondeur 
du reseau fluidique et du canal de sortie. Ainsi, une 
connectique a « zero volume mort » est rendue possible. 
Ce sera le cas dans tous les autres modes de 
realisation * 

La figure 6C illustre le degagement de la 
pointe. Ceci est obtenu par gravure chimique de la 
partie de la couche d^ oxyde 52 situee sur la partie 
droite de la figure. 

Apres cette gravure^ la structure de type 
pointe 65 est liberee et forme un surplomb au-dessus du 
support 51. II faut noter que le canal de sortie 64 
comporte toujours le sol 66. 

On realise ensuite une etape d'' isolation 
electrique du reseau fluidique. Ceci est obtenu par une 
oxydation thermique de 3 vim d'^epaisseur du silicium de 
la couche mince 53. Le support 51 en silicium ne doit 
pas etre oxyde sinon la structure de type pointe 65 ne 
serait plus en surplomb. 

Cette etape d' oxydation thermique est 
necessaire pour isoler electriquement le liquide 
present dans le reseau fluidique de I'exterieur. Cette 
isolation electrique est necessaire, par exemple, 
lorsque le pompage electroosmotique est utilise ou 
qu'^une separation par electrophorese ou qu'^une reaction 
electrochimique siegent dans le reseau fluidique. 
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L'etape suivante consiste a degager les 
contacts electriques. Pour degager les electrodes (les 
extremites 58 et 59) et les reprises de contact (les 
zones 54 et 56) , il est necessaire de graver localement 
la couche de SiO, thermique (3 pxn) realises 
precedemment. Cette etape peut ^tre realises par une 
technique de gravure par laser proposes par la Societe 
NovaLase de Pessac (Gironde, France) . 

Pour obtenir le laboratoire sur puce selon 
1' invention, le support 51 est olive comme le montre la 
figure 6D pour degager la structure de type pointe 65. 



second mode de rea 1 i satior^ : fermeture par un ..p.. 
PZrejL,structure du dispositif decrit dan., le premier 
15 mode de realisation 

Selon ce mode de realisation, le dispositif 
70 (voir la figure 7A) obtenu par le premier mode de 
realisation, avant 1- etape de clivage finale est scelle 
a une plaque de recouvrement 71. La plaque de 
recouvrement 71 comporte une partie d'extremite 72 en 
surplomb pour que la plaque 71 ne recouvre pas la 
structure de type pointe 65. Elle comporte egalement un 
trou traversant 73 destine a assurer une communication 
fluidique avec le reservoir d' entree 61 du dispositif 
70. La plaque de recouvrement 71 peut etre un substrat 
de pyrex, par example celui disponible sous la 
reference Corning. 7740. 

Une fois le scellement obtenu, on procdde a 
trois clivages. Un premier clivage de la plaque 71 et 
un clivage du support 51 du dispositif 70 permet de 
liberer le nez d ' electronebulisation . Un deuxieme 
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clivage de la plaque 71 permet de liberer les reprises 
de contact 54 et 56. 

Troisieme mode de realisation (variante du premier mode 
de realisation) 

Ce mode de realisation est illustre par les 
figures 8A a 8D, II n* utilise qu'un seul substrat SOI. 
Les electrodes, les pistes conductrices et les reprises 
de contact electrique sont realisees en une seule etape 
de "lift-off" de metal (aluminium, platine, or, etc.). 

La figure 8A montre un substrat SOI 80 
constitue d*un support 81 en silicium de 500 ]im 
d'epaisseur, supportant successivement une couche 
d'oxyde de silicium 82 de 1 pm d'epaisseur et une 
couche mince 83 de silicium de 25 pm d'epaisseur. 

La figure 8B illustre la realisation du 
reseau fluidique dans la couche mince 83. Le reseau 
f luidique est obtenu par gravure DRIE . 

La gravure de la couche superieure de 
silicium 83 est : 

soit partielle afin de conserver un 
« sol » de silicium au canal de sortie et notamment a 
la portion du canal de sortie debouchant dans la 
structure de type pointe (comme represents pour le 
premier et le second mode de realisation) , 

- soit totale afin de realiser un canal de 
sortie de type « fente » au niveau de la structure de 
type pointe (comme represents sur la figure 8B) . 

Par ailleurs, dans ce dernier cas, la 
gravure peut etre eventuellement poursuivie a travers 
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la couche d'oxyde 82, puis dans le support en silicium 
81 , afin de realiser un reseau fluidique de grande 
profondeur . 

Le reseau fluidique realise comprend un 
reservoir d' entree 91, un canal d' entree 92, un 
microreacteur 93 et un canal de sortie 94. La gravure 
de la couche mince 83 definit egalement la structure de 
type pointe 95. 

La structure de type pointe 95 est ensuite 
d^gagee par gravure chimique totale de la partie de la 
couche d'oxyde 82 qui a 6te revelee par la gravure de 
la couche 83 et aussi de celle qui se trouve sous la 
structure de type pointe 95 (voir la figure 8C) . 

On realise ensuite une etape d' isolation 
electrique du reseau fluidique. Ceci est obtenu par une 
oxydation thermique de 3 pm d'epaisseur du silicium de 
la couche mince 83. 

On realise ensuite, par "lift-off" de 
metal, les reprises de contact 84 et 86, les electrodes 
88 (au fond du reservoir d'entree) et 89 (dans le canal 
du nez d'electronebulisation) ainsi que les pistes 
conductrices 85 et 87 reliant chaque electrode ^ sa 
reprise de contact correspondante (voir la figure 8D} . 
Le support 81 peut alors etre cliv6 pour degager la 
Structure en pointe 95. 

Quatrieme mode de r eali sa tion (varlan te du second r.r.H» 
de realisation) : 

II s'agit d'une variante du second mode de 
realisation dans lequel 1' utilisation d'un substrat SOI 
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est remplacee par 1 ' utilisation de deux substrats de 
silicium. 

La figure 9A montre un substrat de silicium 
100 presentant une face 102 sur laquelle sont realises, 
par dopage localise, deux circuits electriquement 
conducteurs. Le premier circuit conducteur est forme 
des zones 104 et 105 et le deuxieme circuit conducteur 
est forme des zones 106 et 107. 

Le substrat 100 subit ensuite, a partir de 
la face 102^ une gravure RIE (pour "Reactive Ion 
Etching") ou une gravure chimique au moyen de KOH pour 
obtenir un evidement 101 en prevision de la structure 
de type pointe et du clivage du substrat (voir la 
figure 9B) . 

Un autre substrat 110 en silicium est 
ensuite fixe par scellement direct sur la face 102 du 
substrat 100 (voir la figure 9C) . 

Le substrat 110 est ensuite aminci jusqu^a 
obtenir une couche mince 111 (voir la figure 9D) . 

Le reseau flu;Ldique est ensuite realise 
comme cela est montre a la figure 9E, Au cours de cette 
etape, la couche mince 111 subit partiellement ou 
totalement une gravure DRIE. Le reseau fluidique 
comprend un reservoir d' entree 121, un canal d" entree 
122^ un microreacteur 123 et un canal de sortie 124. La 
gravure de la couche mince 111 definit egalement la 
structure de type pointe 125, 

Comme pour les modes de realisation 
precedents, on realise ensuite une etape d' isolation 
electrique du reseau fluidique. Ceci est obtenu par une 
oxydation thermique. 
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L'etape suivante a pour objet de degager 
les reprises de contact 104 et 106 (voir la figure 9F) . 
Pour cela il est necessaire de graver localement la 
couche mince 111 et 1 ' oxyde thermigue. Cette etape peut 
etre realises par une technique de gravure par laser. 
Elle permet de degager ^galement les electrodes 128 et 
12 9 respectivement situees au fond du reservoir 
d' entree 121 et au fond du canal de sortie 124. 

L' etape 9G represents le scellement direct 
d'une plaque de recouvrement 131 sur la couche mince 
111. La plaque de recouvrement 131 comporte une partie 
d'extremite 132 en surplomb pour que la plaque 131 ne 
recouvre pas la structure de type pointe 125. Elle 
comporte 6galement un trou traversant 133 destine a 
assurer une communication fluidique avec le reservoir 
d' entree 121. La plaque de recouvrement 131 peut etre 
un substrat de pyrex. 

One fois le scellement obtenu, on procede 
au degagement de la structure de type pointe 125 et des 
reprises de contact 104 et 106. Un premier clivage de 
la plaque 131 et un clivage du substrat 100 permet de 
liberer la nez d' electronebulisation. Un deuxieme 
clivage de la plaque 131 permet de libdrer les reprises 
de contact 104 et 106. 

Cinquieme mode de realisation ; 

Ce mode de realisation utilise un substrat 
SOI et un substrat de pyrex (« Corning » 774 0) comme 
capot. Les electrodes, les pistes conductrices et les 
30 reprises de contact electriques sent realisees par 
d6p6t de metal (aluminium, platine, or...) et photo- 
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litographie sur la face inferieure du capot de pyrex^. 
dans lequel elles sont « incrustees ». 

La figure lOA montre un subs tr at SOI 140 
constitue d'un support 141 en silicium de 500 ym 
d'epaisseur^ supportant successivement une couche 
d'oxyde de silicium 142 de 1 pm d'epaisseur et une 
couche mince 143 de silicium de 25 pm d'epaisseur. 

La figure lOB montre le dispositif obtenu 
apres une etape de gravure DRIE de la couche mince 143. 
La gravure permet de realiser le reseau fluidique. 
Celui-ci comprend un reservoir d^ entree 151^ un canal 
d' entree 152^ un microreacteur 153 et un canal de 
sortie 154. La gravure de la couche mince 143 est 
egalement realisee sur deux bords du substrat 140 
jusqu'a reveler la couche d'oxyde 142. Elle permet de 
definir la structure de type pointe 155* 

Cette etape de gravure est classique en 
microtechnologie. Elle utilise un masque d'oxyde de 
silicium de 5000A d'epaisseur realise dans un four a 
1050^^0 en atmosphere humide. Une couche de 1,3 pm de 
resine photosensible « Shipley S 1813 • SP15 » est 
ensuite 6talee sur piste « SVG » (promoteur 
d'' adherence : HMDS vapeur) . Les motifs IX sont insoles, 
puis developpes par du « Shipley MIF 310 » sur piste 
« SVG ». Le masque d''oxyde peut alors etre grave en RIE 
(pour "Reactive Ion Etching") sous un melange CHF3/O2, 
par une « Nextral 330 » par exemple . La resine est 
ensuite eliminee (par le precede appele "stripping") 
par du Posistrip ou du HNO3 fumant. Le silicium est 
alors grave en DRIE sous un melange SF6/O2 a 110 '"C par 
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une « Alacatel ICP 601^ » par exemple. Enfin, le masque 
d'oxyde est decape par du HF 10% jusqu'a demouillage. 

La structure de type pointe est ensuite 
degagee par gravure chimique de la couche d'oxyde 142. 
Cette gravure chimique peut se faire dans un bain 
appele BOE (pour "Buffer Oxide Etchant" : HF/NH4F) . On 
obtient le dispositif represents ^ la figure IOC qui 
montre la structure de type pointe 155 en surplomb. 
Cette figure montre aussi que I'oxyde, prec6demment 
revele sur 1' autre bord du substrat 140, a et6 elimine 
au cours de la gravure pour reveler le bord 144 du 
support 141. 

Comme pour les modes de realisation 
precedents, une isolation electrique du reseau 
fluidique est obtenue par oxydation thermique. Cette 
oxydation a lieu dans un four a 1150 °C en atmosphere 
humide . 

La figure lOD represente le scellement 
direct d'une plaque de recouvrement 161 sur la couche 
mince 143. La plaque de recouvrement 161 comports une 
partie d'extremite 162 en surplomb pour que la plaque 
161 ne recouvre pas la structure de type pointe 155.- 
Elle comporte egalement un trou traversant 163 destine 
a assurer une communication fluidique avec le reservoir 
d' entree 151. La plaque de recouvrement 161 peut gtre 
un. substrat de pyrex. La figure lOD montre aussi que la 
plaque 161 comporte, sur la face destinee a venir en 
contact avec la couche mince 143, une piste metallique 
164 disposee de fagon que son extremite interne 165 
serve d' electrode pour le canal de sortie 154 et que 
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son extremite externa 166 serve de reprise de contact 
electrique * 

Cette 6tape de scellement direct se fait a 
400''C. Elle necessite une bonne preparation des 
snrface^r a savoir : 

" un polissage de la plaque de pyrex par 
une solution de KOH / HF 1% contenant une suspension de 
silice colloldale^ suivi d** un nettoyage classique RCVA 
SCI (NH4OH/H2O2/H2O 1/4/20 a 70^0, 

- un nettoyage du sufostrat de silicium 
oxyde par un caro (H2SO4/H2O2 2/1 a 140 ^C) suivi d''un 
nettoyage classique RCVA SCI (NH4OH/H2O2/H2O 1/4/20 a 

La structuration du capot de pyrex (gravure 
et « incrustation » de la piste metallique) se fait 
selon les etapes technologiques suivantes : 
• Realisation des gravures pour evidemment de decoupe 
et « caisson pour piste metallique » : 

- depdt Cr/Au/Cr/Au (50 A / 3000 A / 50 A/ 

3000 A) , 

- etalement de resine photosensible 
« Shipley S 1813 SP15 » sur piste « SVG », epaisseur 
1;.3 -pm, 

- insolation des motifs IX et ^evidement 

decoupe'' , 

developpement sur piste « SVG » avec le 
developpeur « Shipley MIF 319 », 

- gravure Au KI/I2/ 

- gravure Cr avec la solution appelee "Cr 

Etch'V 
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- elimination de la resine par "stripping" 
en utilisant du « Posistrip » ou du HNO3 fuitiant, 

etalement de resine photosensible 
« Shipley S 1813 SP15 » sur piste « SVG », epaisseur 
1,3 pm , 

- insolation des motifs ix ^^videraent 
decoupe at caisson piste metallique' , 

- developpement sur piste « SVG » au moyen 
du developpeur « Shipley MIF 319 », 

- gravure Au KL/lz, 

- gravure Cr avec la solution appel6e "Cr 

Etch", 

- gravure du verre sur 25 pm par du HF 10%, 
elimination de la resine par "stripping" 

en utilisant du « Posistrip » ou du HNO3 f umant . 

• Realisation de la piste metallique « incrustee » : 

- gravure "full sheet" Au KI/I2, 

- gravure "full sheet" Cr avec la solution 

"Cr Etch", 

- gravure du verre sur 5000 A avec une 
solution HF 10%, 

- decapage Au KI/I2, 

- decapage Cr avec la solution "Cr Etch", 

- dep6t Cr/Au 50 A/3000 A, 

- polissage jusqu'a I'or et le verre 

coplanaires, 

- depot SiOa par PECVD a 300 °C - « STS 

Multiplex », 

- densification de I'oxyde en four sous gaz 

neutre . 
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® Ouverture des contacts : 

etalement de resine photosensible 
« Shipley S 1813 SP15 » sur piste « SVG » epaisseur 1,3 
Via, 

- insolation des motifs IX, 

- developpement sur piste « SVG » avec le 
developpeur « Shipley MIF 319 », 

gravure du SiOa par le precede RIE 
« Nextral 330 » - gaz CHF3/O2/ 

- elimination de la resine par "stripping" 
en utilisant du Posistrip ou du HNO3 f umant . 

Une fois le scellement obtenu, on precede 
au degagement de la structure de type pointe 155 et de 
la reprise de contact 166 par clivage du support 141 
(voir la figure lOE) . Un premier clivage permet de 
liberer le nez d'electronebulisation- Un deuxieme 
clivage permet de liberer la reprise de contact. 

Sixi^me mode de realisation (variante du cinquieme mode 
de realisation) ; 

II s'^agit d'une variante du cinquieme mode 
de realisation dans laquelle 1' utilisation d^'un 
substrat SOI est remplacee par 1 ' utilisation de deux 
substrats de silicium. 

La figure llA montre un premier substrat en 
silicium 170 presentant un evidement 171 en prevision 
de la structure de type pointe et du clivage de ce 
substrat. L' evidement est obtenu par gravure RIE, DRIE 
ou KOH. 
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La figure llB montre qu'un deuxieme 
substrat 180 en silicium a ete fixe sur la face gravee 
du substrat 170. Cette fixation a ete obtenue par 
scellement direct. 

La figure lie montre que le deuxidme 
substrat a ete aminci pour donner une couche mince 181 
en siliciinn, 

Le reseau fluidique est ensuite realise 
comme cela est montre a la figure IID. An cours de 
cette etape, la couche mince 181 subit une gravure 
DRIE. Le reseau fluidique comprend un reservoir 
d'entree 191, un canal d'entree 192, un microreacteur 
193 et un canal de sortie 194. La gravure de la couche 

mince 181 definit egalement la structure de type pointe 
195 et permet de reveler le bord 184 du substrat 170. 

comme pour les modes de realisation 

precedents, on realise ensuite une etape d' isolation 

61ectrique du reseau fluidique. Ceci est obtenu par une 

oxydation thermique. 

La figure HE represente le scellement 
direct d'une plaque de recouvrement 201 sur la couche 
mince 181. La plaque de recouvrement 201 comporte une 
partie d' extremity 202 en surplomb pour que la plaque 
201 ne recouvre pas la structure de type pointe 195. 
Elle comporte egalement un trou traversant 203 destine 
a assurer une communication fluidique avec le reservoir 
d'entree 191. La plaque de recouvrement 201 peut etre 
un substrat en pyrex . La figure HE montre aussi que la 
plaque 201 comporte, sur la face destinee a venir en 
contact avec la couche mince 181, une piste metallique 
204 disposee de fagon que son extremite interne 205 
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serve d' electrode pour le canal de sortie 194 et que 
son extremite externe 206 serve de reprise de contact 
electrique. 

Une fois le scellement obtenu (voir la 
figure IIF) , on procede au degagement de la structure 
de type pointe 195 et de la reprise de contact 206 par 
clivage du substrat 170. Un premier clivage permet de 
liberer le nez d ' electronebulisation . Un deuxieme 
clivage permet de liberer la reprise de contact. 

Montage pour le pompage electroosmotique 

En vue d'' imposer de maniere externe un 
pompage electroosmotique dans les differents r§acteurs 
du dispositif micro-f luidique^ on peut utiliser une 
carte a pointes realisee par la societe MESATRONIC S.A. 
de Voiron (Isere^ France) . Une telle carte est un 
circuit electrique pouvant tenir aux hautes tensions 
(lOkV) et muni d'un ensemble de pointes en platine 
venant tremper simultanement dans les differents 
reservoirs du dispositif. Differents potentiels 
electriques peuvent done etre imposees en divers points 
du dispositif afin d'en gerer les differents flux. 

Utilisation de 1"^ invention 

La figure 12 montre comment 1^ ensemble des 
dispositifs « r^seau fluidique et nez 

d' electronebulisation » 211 peuvent etre repartis sur 
un substrat circulaire 210 afin de disposer d'un objet 
unique a N dispositifs microf luidiques ^ facilitant 
ainsi un usage a « haut debit » d'' analyses. 



37 



Dans cette configuration, les r^seaux 
fluidiques sont dessines radialement, selon les rayons 
du substrat circulaire 210. N nez d' electronebulisation 
sont alors repartis selon la circonf 6rence du substrat, 
et il suffit de faire tourner manual lement ou 
automatiquement celui-ci pour r^aliser un enchalnement 
en serie d' analyses au spectrometre de masse 212. Pour 
cela, le support du substrat pourra ^tre monte sur un 
axe rotatif. La preparation des echantillons, elle, 
peut etre realisee au pr6alable en parallele sur les N 
dispositifs . 



on 



Applications industrielles 

Les applications possibles de I'inventi 
sont toutes celles qui utilisent pour methode de 
detection la spectrometrie de masse avec pour interface 
la technique d'ionisation par electrospray (ESI pour 
"ElectroSpray lonisation") . 

On peut citer a titre d'exemple 1' analyse 
d'6chantillons dans le secteur biomedical et 
1' Industrie pharmaceutique : 

- analyses genetiques, 

proteomique (identification de 

proteines...) , 

- developpement de medicaments. 
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REVE13DICATIONS 

1* Laboratoire sur puce comprenant un 
support (51, 81, 100, 141, 170), au moins un reseau 
fluidique, au moins un orifice entree de fluide relie 
au reseau fluidique et au moins un orifice de sortie de 
fluide relie au reseau fluidique, caracterise en ce 
qu^il comprend une couche mince (53, 83, 111, 143, 181) 
solidaire du support et dans laquelle sont realises le 
reseau fluidique et un nez d' electronebulisation (65, 
95, 125, 155, 195), le nez d ' electronebulisation etant 
en surplomb par rapport au support et comprenant un 
canal (64, 94, 124, 154, 194) dont une extremite est 
reliee au reseau fluidique et dont 1' autre extremite 
constitue ledit orifice de sortie de fluide, le canal 
etant equipe de moyens de conduction elect rique (5 9, 
89,, 129, 165, 205) formant au moins une electrode. 

2. Laboratoire sur puce selon la 
revendication 1, caracterise en ce que la couche mince 
(53 ; 83 ; 143) est la couche de materiau semi- 
conducteur d'un substrat du type semi-conducteur sur 
isolant (50 ; 80 ; 140) , le reste du substrat 
constituant ledit support (51, 52 ; 81, 82 ; 141, 142) . 

3. Laboratoire sur puce selon la 
revendication 2, caracterise en ce que le substrat du 
type semi-conducteur sur isolant est un substrat SOI. 

4. Laboratoire sur puce selon I'' une des 
revendications 2 ou 3, caracterise en ce que les moyens 
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de conduction electrique (59, 89) sont une partie dopee 
de ladite couche de materiau semi-conducteur {53, 83) . 

5. Laboratoire sur puce selon I'une 
quelconque des revendications 2 a 4, caract^rise en ce 
qi:.'il comprend un capot (71, 161) recouvrant 
hermetiquexnent le reseau fluidique, ce capot 6tant 
pourvu d'un moyen d' acces fluidique (73, 163) a 
1' orifice d' entree de fluide. 

6- Laboratoire sur puce selon I'une des 
revendications 2 ou 3, caracterise en ce qu'il comprend 
un capot (161) recouvrant herm^tiquement le reseau 
fluidique, ce capot etant pourvu d'un moyen d'acces 
fluidique (163) ^ 1' orifice d' entree de fluide et etant 
pourvu desdits moyens de conduction electrique (165) . 

7. Laboratoire sur puce selon la 
revendication 1, caracterise en ce que la couche mince 
(111, 181) est une couche fix^e sur le support (100, 
170) . 



8. Laboratoire sur puce selon la 
revendication 7, caracterise en ce que le support (100) 
25 etant en materiau semi-conducteur, les moyens de 
conduction electrique (129) sont une partie dop^e dudit 
support. 



9. Laboratoire sur puce selon I'une des 
revendications 7 ou 8, caracterise en ce qu'il comprend 
un capot (131, 201) recouvrant hermetiquement le reseau 



1 er depot 



40 

fluidique^ ce capot etant pourvu d' un moyen d'^acces 
fluidique (133^ 203) a 1' orifice d" entree de fluide. 

10. Laboratoire sur puce selon la 
revendication 7, caracterise en ce qu'il comprend un 
capot (201) recouvrant hermetiquement le reseau 
fluidique, ce capot etant pourvu d'un moyen d' acces 
fluidique (203) a 1' orifice d^ entree de fluide et etant 
pourvu desdits moyens de conduction electrique (205) . 




FIG. 2A 
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FIG. 9A 
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